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PRRSV河南株 ORF7 基因的克隆表达及条件优化

刘 明
1, 2

,张改平
2
,肖治军

2
,郭军庆

2
,乔松林

2
,王 丽

2
,

史西保
2
,刘运超

1, 2
,游雷鸣

1, 2
,王爱萍

1*

( 1. 郑州大学 生物工程系, 河南 郑州 450001; 2. 河南省农业科学院,

农业部动物免疫学重点实验室/河南省动物免疫学重点实验室, 河南 郑州 450002)

摘要: 从猪繁殖与呼吸综合症病毒( PRRSV)河南分离株( HN07 1、HN07 2)的细胞培养物中提取

RNA,根据参考株 IAF exp91 N 蛋白基因序列设计出 2对引物,成功克隆出 ORF7 全长基因,并连

接至 pMD 19T 载体。基因测序结果表明, 2株 PRRSV 河南分离株 ORF7 基因序列完全相同;该

序列与HB 4( hs)同源性为100% ,与标准美洲株 VR 2332和我国早期分离的BJ 4株同源性为 93.

8%。将该基因亚克隆到原核表达载体 pGEX 6p 1 后, 转化大肠杆菌 BL21, IPTG 诱导表达并对

表达条件进行优化。SDS PAGE 和Western blot 结果表明, 成功表达了约 40 kD 的融合蛋白;使

用 1. 0mmol/ L 的 IPTG 在 2 YT 培养基中诱导 8 h可获得最大表达量。
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PRRSV H enan Strain

LIU Ming1, 2 , ZHANG Gai ping2 , XIAO Zhi jun2 , GU O Jun qing2 , QIAO Song lin2 , WANG Li2 ,

SH I Xi bao2 , LIU Yun chao1, 2 , YOU Lei ming 1, 2 , WANG Ai ping1*

( 1. Department of Bioeng ineer ing, Zheng zhou Univ ersity , Zheng zhou 450001, China;

2. Key Laborat ory of Animal Immunology o f the M inistry of Agr iculture/ Henan Provincial Key Labo rato ry of

Animal Immuno lo gy , H enan Academy o f Agr icultural Sciences, Zhengzhou 450002, China)

Abstract: T otal RNA was ex t racted f rom the cell cultures of tw o H enan st rains of porcine repro

duct iv e and respirat ion syndrome virus ( PRRSV ) , HN07 1 and HN07 2, and the ORF7 gene of

PRRSV was amplif ied by RT PCR using specific primers designed according to the sequence of

the nucleocapsid pr otein ( N) gene of IAF exp91. The PCR products were connected into pMD 19T

vector, cloned and sequenced. The results show ed that the ORF7 genes of the tw o st rains w ere

same to each other, and the homolo gy of ORF7 gene w ith HB 4( hs) , VR 2332, and BJ 4 w as

100% , 93. 8%, and 93. 8% , respect iv ely . A prokaryot ic expression vector pGEX 6p 1 containing

ORF7 gene w as const ructed, t ransformed into E. col i BL21 and induced with IPTG. SDS PAGE and

Western blo t conf irmed that the r ecombinant protein of 40kD was successfully expressed in

E. col i BL 21.
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猪繁殖与呼吸综合征( porcine reproduct ive and

respir at ion syndrome, PRRS)也称蓝耳病, 是由猪

繁殖与呼吸综合征病毒( PRRSV)引起的以母猪流

产和仔猪呼吸障碍为主要特征的病毒性传染病 [ 1]。

该病于 1987 年首次在美国发现, 1991 年荷兰学者

Wensvoort 博士及其同事首次用原代猪肺巨噬细胞

分离到 1株欧洲型 PRRSV, 并命名为 Lely stad vi

r us ( LV ) ; 1992 年美国学者 Collins 等分离到

PRRSV美洲型毒株 AT CC VR 2332, 因此,国际上

将 PRRSV分为以 AT CC VR 2332 为代表的美洲

型和以 LV 为代表的欧洲型[ 2] 。1996 年,郭宝清等

首次从国内 PRRS 血清阳性猪群中分离到 PRRSV

,证实了我国也有该病的流行
[ 3]
。到目前为止,我国

所分离的毒株多为美洲型 PRRSV。不同 PRRSV

毒株的抗原性或致病性有差异, 用单一毒株制备的

疫苗往往不能有效抵抗地方变异株的攻击。因此,

调查研究 PRRSV 地方流行毒株抗原性差异是防控

和诊断 PRRS 的关键。

PRRSV是一种有囊膜的单股、正链、不分节段

RNA 病毒,属套式病毒目动脉炎病毒科, 基因组长

度约 15. 1kb, 3 末端有 Poly( A)尾序列, 5 末端有帽

状引导序列。基因组含有 9个相互重叠的开放阅读

框( o pen reading f rame, ORF) , 从 5 端到 3 端依次

是: ORF1a、ORF1b、ORF2a、ORF2b 和 ORF3 -

ORF7[ 4] 。

N 蛋白即核衣壳蛋白, 由 ORF7 基因编码, 分

子量约为 13. 8 kD,北美洲型和欧洲型分离株 N 蛋

白分别含有 123个和 128个氨基酸
[ 5]
。在该蛋白中

至少含有 5 个抗原决定簇,其中有对所有毒株保守

的共同决定簇, 也有美洲型或欧洲型特异性决定簇,

其 C 末端对抗原决定簇的形成至关重要
[ 6]
。本试

验克隆了 PRRSV 河南株 ORF7 基因并建立其 N

蛋白的稳定原核表达系统, 旨在为研制新型

PRRSV疫苗提供基础。

1 材料和方法

1. 1 病毒、载体、菌株

PRRSV河南株 HN07 1和 HN07 2的 Marc 145

细胞培养物、大肠杆菌 DH5 、BL21、表达载体 pGEX

6p 1 由河南省动物免疫学重点实验室保存; pMD

19T 载体购自大连宝生物工程有限公司。

1. 2 主要试剂和工具酶

Trizol RNA 提取试剂盒购自美国 Invit rogen公

司; M MLV 反转录酶、Ex Taq DNA 聚合酶、dNTP、

T4 DNA 连接酶、DNA M arker、限制性内切酶 EcoR

和 Xho 、DNA 切胶回收试剂盒均购自大连宝生物工

程有限公司;抗标签蛋白 GST 单抗、HRP 标记兔抗

鼠 IgG抗体由河南省动物免疫学重点实验室制备保

存; AEC 染色试剂盒购于华美生物公司。

1. 3 引物设计与合成

根据参考株 IAF exp91 N 蛋白基因序列设计

合成 2对克隆引物(表 1) , 根据 2对引物的扩增结

果可判断PRRSV 的基因型,且 S1R1可扩增出包含

有 ORF7 完整基因的碱基序列 [ 7] ;用 Primer 软件设

计 PRRSV ORF7 基因的特异性表达引物(表 2) ,引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

表 1 PRRSV ORF7 基因克隆引物

名称 序列( 5 - 3 )

S1 TAAAT ATGCCAAAT AACAAC

R1 T AGGT GACT T AGAGGCACA

S2 ATGGCCAGCCAGTCAAT CA

R2 TCGCCCT AATT GAATAGGTG

表 2 PRRSV ORF7 基因特异性表达引物

名称 序列( 5 - 3 ) 剪接酶

Orf7S GCGGAAT TCAT GCCAAATAACAACGG EcoR

Orf7R ACCCT CGAGTCAT GCTGAGGGT GAAG X ho

1. 4 ORF7 基因的扩增

用 T rizol RNA 提取试剂盒从 Mar c 145 细胞

培养物中提取2株病毒 RNA ,均用 M MLV反转录

酶反转录。以反转录后的体系为模板进行 PCR反

应,反应条件都为: 95 5min; 94 50s, 48 50 s,

72 40 s, 共 32 个循环; 最后 72 延伸 10min。

PCR 产物回收后, 各自连接到 pMD 19T 载体上,转

化 DH5 感受态细胞,经 PCR鉴定后送上海生工生

物工程技术服务有限公司测序, 测序结果用 DNA

M an 软件进行分析。

1. 5 原核表达质粒的构建

以引物 S1R1 扩增并构建的 pMD 19T N 重组

质粒为模板,用表 2中的引物扩增 ORF7 全基因,反

应条件为: 95 4min; 94 40 s, 60 40 s, 72

30 s,共 32个循环; 72 延伸 10min。回收目的基因

克隆入 pGEX 6p 1 载体, 转化感受态大肠杆菌

BL21,挑取单菌落接种于含氨苄青霉素的液体 LB

培养基中培养。PCR 鉴定后且 Xho 和 EcoR 双

酶切鉴定均为阳性的菌液送上海生工生物工程技术

服务有限公司测序。

1. 6 重组蛋白的原核表达与条件优化

取同一 pGEX 6p 1 N 阳性菌分别在添加氨苄青

霉素的 LB、2 YT、TB 3种液体培养基中震荡培养,

137第 1期 刘 明等: PRRSV 河南株 ORF7基因的克隆表达及条件优化



至OD600达 0. 6 时, 加入终浓度为 1. 0mmol/ L 的

IPTG,在 37 进行诱导表达,于 4、8、12、24 h收获菌

液,用 12%凝胶进行 SDS PA GE 电泳, 确定出较佳

的培养基及 37 条件下最佳诱导时间; 在最佳诱导

时间下以 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5 mmol/ L 5个梯度

的 IPT G诱导, SDS PAGE 电泳确定出较佳 IPT G

浓度。

1. 7 Western blot 鉴定

将表达融合蛋白的细菌裂解液和空质粒诱导菌

液进行 SDS PAGE 凝胶电泳分析。然后电转

PVDF 膜; 5% 脱脂奶 37 封闭 1 h, 倾去封闭液,

PBST 洗膜; 然后加入以封闭液 1000 倍稀释的抗

GST 单抗, 37 反应 1 h, 再用 PBST 洗膜; 加入以

封闭液 1 1000稀释的 HRP标兔抗鼠 IgG, 37 反

应1 h,再用 PBST 和去离子水洗膜;以 AEC 染色试

剂盒进行染色, 出现红色条带立即用去离子水终止

显色。

2 结果与分析

2. 1 ORF7 基因的扩增与序列测定结果

以病毒 RNA 反转录后的产物为模板, 用表 1

中的引物进行 PCR扩增, 结果见图 1。产物回收克

隆至 pMD 19T 载体后测序。测序结果表明: 2对引

物扩增出了长度为 468bp和 433bp的碱基序列, 且

468 bp 序列中包含 ORF7 全长基因;序列比对发现,

2株 PRRSV ORF7 基因序列完全相同, cDNA 编码

区长度为 372 bp,可编码 123个氨基酸残基(图 2) ,

由此可知, 两分离株都是美洲型 PRRSV
[ 6]
; 用

DNAM an 软件对序列进行分析, 结果可知: 该序列

与我国变异株 HB 4( hs)同源性为 100% ,与标准美

洲株 VR 2332和我国早期分离的 BJ 4 株同源性为

93. 8%。

图 1 ORF7 基因的扩增结果

图 2 PRRSV 河南株 HN07 1和 HN07 2

ORF7 核苷酸序列及推导的氨基酸序列

2. 2 重组原核表达质粒的构建和鉴定结果

重组原核表达质粒经 PCR和 EcoR + X ho

双酶切鉴定,发现在约 372 bp 处有一特异条带, 和

预期大小相符。测序结果证实, ORF7 基因按正确

的读码顺序插入载体。

2. 3 重组蛋白的诱导表达、条件优化和 SDS PAGE

分析结果

由图 3可见, 重组菌 pGEX 6p 1 N诱导出 1条

大小约为 40 kD 的蛋白条带, 与预期的蛋白分子量

一致;重组蛋白的表达量在 LB 和T B培养基中诱导

12 h可达到最大,在 2 YT 培养基中诱导 8 h即达

到最大(图 3- 图 5) ; 对比诱导 8 h和 12 h 的样品,

确定出较佳培养基为 2 YT 液体培养基(图 6) ;分

别用 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5mmol/ L 的 IPTG 在 2

YT 培养基中37 诱导8 h,确定出最适终浓度为1.

0mmol/ L (图 7)。

图 3 重组蛋白 LB液体培养基中表达产物的

SDS PAGE 检测
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图 6 重组蛋白在 3 种培养基中的最大表达量

2. 4 重组蛋白的Western Blot 鉴定结果

诱导蛋白通过半干式电转仪转印到 PVDF 膜

上,与 GST 单克隆抗体发生结合反应, 结果重组质

粒转化菌在 40 kD 处出现 1条清晰的特异性条带,

空载体转化菌只产生 26 kD的 GST 标签条带, 未转

化的菌和未诱导的重组菌都未产生目的条带

(图 8) ,结果表明,成功诱导出了融合 N蛋白。

3 讨论

ORF7 基因是 PRRSV 中最保守的片断, 克隆

此蛋白基因进行表达是目前研究的热点。本试验所

用毒株 HN07 1和 HN7 2分别分离自豫南和豫北,

克隆出了两分离株 PRRSV 的 ORF7 基因, 全长均

为 372 bp, 序列完全相同, 经判断,两河南株 PRRSV

均属于美洲型
[ 7]

, 有可能起源于同一流行株

PRRSV。不同 PRRSV 毒株之间 ORF7 基因高度

保守, 使其在病毒流行过程中承受的选择压力较

小, 这为设计保守区引物进行 RT PCR 检测

PRRSV
[ 8]
和人工表达该基因蛋白用作 PRRS 血清

学检测提供了依据。

与杆状病毒表达 PRRSV 重组 N 蛋白相比,用

大肠杆菌表达系统表达的 PRRSV 重组 N 蛋白易

于制备纯化,免疫原性单一, 且非特异性低,与病毒
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细胞抗原相比, 可以克服用全病毒抗原的生产成本

高,易散毒等不足。自然感染或疫苗免疫猪均可产

生高滴度的抗 N 蛋白抗体且持续时间也最长, N

蛋白是机体免疫应答的主要对象之一, 在 PRRSV

主要结构蛋白中免疫原性最强, 因此, N 蛋白是目

前公认最适作 PRRS 诊断用靶抗原蛋白之一。利

用重组 N 蛋白建立了各种 ELISA 诊断方法, 有的

已投入临床应用,取得了很好的防治效果[ 9]。

本试验构建了河南株 PRRSV pGEX 6p 1 N 表

达系统,并在 37 进行了蛋白表达和条件优化, 为

重组蛋白的大量纯化提供了条件。本试验结果亦为

下一步研究 N蛋白的致病或免疫机制和建立快速、

敏感、特异、准确的 ELISA 试剂盒奠定了基础。

参考文献:

[ 1] 田小辉, 王爱萍,乔松林, 等.猪繁殖与呼吸障碍综合征

病毒 ORF5 基因的克隆与表达 [ J] . 河南农业科学,

2009( 2) : 103 106.

[ 2] Murt augh M P, Elam M R, Kakach L T . Comparison of

the structural pro tein coding sequences of the VR 2332

and Lelystad v irus strains of the PRRS virus[ J] . A rch

V ir o, 1995, 140( 8) : 1451 1460.

[ 3] 万博 , 鲍登克, 乔松林, 等. 猪 干扰素的表达及在

PAM 细胞系中抗 PRRSV 活性检测 [ J] . 河南农业科

学 , 2010( 3) : 93 99.

[ 4] Meulenber g J J M , Best en A P, K luyver E P, et al .

Character ization o f pr oteins encoded by ORFs 2 to 7 o f

Lelystad virus[ J] . V ir olog y, 1995, 206: 155 163.

[ 5] Plana Duran J, Climent I, Sarraseca J, et al . Baculovirus

expresssion of pro teins of pro cine reproduct ive and re

spir ator y syndrome virus strain O lot/ 91. Involvement

of ORF3 and ORF5 pro teins in pro tect ion [ J ] . Virus

Genes, 1997, 14: 19 25.

[ 6] 刘光清,云涛, 王根荣,等. 猪生殖与呼吸综合征病毒的

基因组及致病的分子基础[ J] . 病毒学报, 2007, 23( 1) :

79 83.

[ 7] Helmi Mardassi, L ouiseW ilson, Serg e Dea. Detection o f

po rcine r epr oductive and respirato ry syndrome virus

and efficient differentiat ion betw een Canadian and Eu

ropean str ains by r everse transcription and PCR ampli

ficat ion [ J ] . Journal of Clinical M icr obio log y, 1994,

156: 2197 2203.

[ 8] 刘忠华,余兴龙, 李润成,等. 高致病性猪繁殖与呼吸综

合征病 RT PCR快速鉴别诊断方法的建立与临床应

用[ J] . 微生物学通报, 2008, 35( 8) : 1268 1272.

[ 9] Denac H , Moser C, T r atsch J D, et al. An indir ect

EL ISA for the detection o f antibodies against po rcine

reproduct ive and respirato ry syndrome virus using re

combinant nucleo capsid pr otein as ant igen [ J] . J V ir ol

Methods, 1997, 65( 2) : 169 181.

140 河南农业科学 第 40卷


